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RENOVACAO PARCIAL DO MEIO DE CULTURA COMO PERSPECTIVA
DE AUMENTAR A EFICIENCIA DE UM SISTEMA DE COCULTURA
DE EMBRIOES SEM FLUXO CONTINUO DE CO,

PARTIAL REPLACEMENT OF THE CULTURE MEDIUM IN ORDER TO ENHANCE
A EMBRYOS COCULTURE SYSTEM WITHOUT CONTINUOUS CO, FLOW

Marcos Antonio Lemos Oliveira’

RESUMO

Substituindo-se parcialmente (30%) os meios de
cultura TCM 199/NaHCQO; (199/NaHCQO,) e TCM 199/25mM
HEPES (199/HEPES) a intervalos de 24, 48 ou 72 horas, testou-se
a possibiliaade de incrementar a obtengdo de blastocistos expandi-
dos (BLLE) a partir de embrides Mus musculus no estddio de duas
células incubados sem fluxo continuo de CO,. Apds distribuicdo
aleatoria dos embrides em tubos de ensaio contendo 2ml de meio
de cultura e monocamada celular de oviduto bovino, os referidos
tubos foram hermeticamente fechados e colocados em estufa
bacteriologica a 37°C durante 96 horas. A renovacdo do meio de
cultura em qualquer periodo ndo incrementou a porcentagem de
embrides que alcangou o estddio de BLE, todavia, o numero total
de BLE obtido com o 199/HEPES (79,0%) foi superior (P < 0,01)
ao verificado com o 199/NaHCO; (65,0%,).

Palavras-chave: cocultura, meio de cultura, embrido.

SUMMARY

It has been evaluated, in a coculture system without

continuous CQO, flow, the possibility to enhance the percentage of

blastocists obtained from two cells mouse embryos by partial
(30%) replacement (each 24, 48 and 72 hours of intervals) of two
culture media (TCM 199/NaHCO; and TCM 199/25 mM HEPES).

Maria Madalena Pessoa Guerra?

Benjamin Gaylord Brackett’

The embryos, randomly allocated in closed cultures tubes with 2 mi
of medium and bovine oviduct monolayer, were maintained at 37°C
during 96 hours. No differences between spreaded blastocists were

verified when the media were replaced at all intervals, however.
the medium TCM 199/25mM HEPES was significantly more
effective (P < 0.01) then TCM 199/NaHCO,.
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INTRODUCAO

A fecundagdo in vitro, por ser uma técnica
com potencial de fornecer um numero de estruturas,
tanto para estudos quanto para fins comerciais, consi-
deravelmente maior do que simples programas de
superovulagdo, € responsavel por substanciais avancos
nas pesquisas sobre produgdo de clones, producio de
animais transgénicos e determinagio prévia do sexo.
Entretanto, a viabilizagdo desse tipo de tecnologia
depende fundamentalmente de um sistema de cocultu-
ra eficiente que simule um ambiente atmosférico
compativel com o materno para favorecer o processo
de clivagem sem prejuizo da qualidade embrionaria.
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Por conter a maioria das substancias
nutritivas indispensavels ao desenvolvimento in vitro
de embridoes mamiferos, diversos meios de cultura
vém sendo testados para atender as exigéncias
metabolicas do embrido em todas as etapas de seu
desenvolvimento (BRACKETT er al., 1989;
PEREIRA, 1991; GUERRA et al., 1992; OLIVEIRA
et al., 1992¢). Apesar da renovagdo parcial do meio
ser uma pratica de rotina em alguns laboratorios onde
¢ controlado o nivel de CO, (BRACKETT eral., 1989;
OLIVEIRA et al., 1991ab; YOUNIS e al., 1991), em
outros, nos quais o ambiente atmostérico da cocultura
¢ resultante do proprio metabolismo celular
(PEREIRA, 1991; RIBEIRO, 1991; GUERRA, 1992;
GUERRA eral., 1992; OLIVEIRA et al., 1992a), essa
metodologia, excegao feita aos trabalhos de GUERRA
et al. (1992) e OLIVEIRA et al. (1992b), vem sendo
empregada sem renovagdo do meio de cultura.

Este trabalho, por tazer parte de uma linha
de pesquisa que objetiva minimizar a problematica da
cocultura de embrides atraves de um sistema sem
adigao externa de CO, para viabilizar sua utilizacdo a
nivel de campo, fo1r conduzido com a finalidade de
Incrementar a obten¢do de blastocistos expandidos da
especie Mus musculus através da substituigdo parcial
de dois melos de cultura TCM 199/NaHCO;
(199/NaHCO;) e TCM 199/25 mM HEPES
(199/HEPES) a intervalos de 24, 48 ou 72 horas.
utilizando-se as células de oviduto bovino como a
monocamada celular.

MATERIAIS E METODOS

Utilizaram-se 502 embrioes Mus musculus
no estadio de duas células, os quais apos selecdo e

classificacdo, conforme  caracteres
mortologicos sugeridos por

STRINGFELLOW et al. (1987), foram
aleatoriamente distribuidos em seis gru-
pos experimentals com seis replicagoes
(cada periodo de substituicdo foi consti-
tuido por dois grupos representados
pelos meios de cultura). Os tubos de
ensalo, contendo 2ml de meio de cultura,
monocamada celular e maximo de dez

Constituintes

199/NaHCO,
199/HEPES

A monocamada de células de oviduto
bovino fo1 preparada modificando-se a técnica
empregalda por SOTO-BELLOZO et al. (1976). Os
ovidutos. assepticamente removidos em matadouro,
foram tre nsportados em um becker contendo 50ml de
Tampao Fostato Salino e, posteriormente, submetidos
a sucess vas lavagens em placas de Petri contendo a
referida solu¢do. Apods abertura longitudinal dos
ovidutos procedeu-se a raspagem das células
epitehaic, as quais foram centrifugadas trés vezes a
100rpm durante 15 minutos. Apos a eliminacdo do
sobrenacante, as células foram mais uma vez
suspensas no Meio Minimo Essencial® modificado
contendoc 10% de soro fetal bovino® (SFB) e.
posteriormente, semeadas em garrafas de cultivo em
estufa bacteriolégica a 37°C. No terceiro dia,
substituiii-se 0 meio e novamente foram incubadas até
que a mnonocamada celular atingisse 100% de
confluéncia. No 14° dia, efetuou-se a primeira
passageri com suspensao destas células através da
tripsiniziigdo da monocamada ¢ diluicdo de 1:3
acrescidc de 10% de SFB. A preparacdo dos tubos de
cultivo, realizada a partir da quarta passagem celular,
for efetuida colocando-se Iml da suspensdo e apos
vedagdo. proxima ao bico de Bunsen, os referidos
tubos for im mantidos em estufa bacteriologica a 37°C.
Esta preparacao tor sempre realizada com 24 horas de
antecedéncia da cocultura embriondaria para permitir
100% de contluéncia da camada celular.

Os meros de cultura (Tabela 1)
199/Nat CO," e 199/HEPESY, com pH ajustado para
7,4, toran preparados conforme BRACKETT et al.
(1989). r :ssaltando-se que for modificada, de 10 para

20%, a porcentagem de suplementacio do meio
199/Nak CO,.

Tabela 1. Constituigdo dos meios de cultura segundo BRACKETT et al. (1989).

1©9/NaHCO,; 199/HEPES Fonte

4 95¢ - Sigma Chemical Co/USA
7,50g Sigma Chemical Co/USA

0,025¢ 0,030g

. : Piruvato de sodio Sigma Chemical Co/USA
embrides. foram hermeticamente fecha- &
) D i ente fec " NaHCO, 1.30g 1.10g  Sigma Chemical Co/USA
0s € colocados em estufa bacterfologlca Glucose 2.75g ) Sigma Chemical Co/USA
a 37° C durante 96 horas, periodo em Sulfato de Estreptomicina 0,025¢ 0.015g  Fontoura-Wyeth/BR

que, diariamente, erarn efetuadas as
avaliagoes de desenvolvimento e quali-
dade embrionaria, assim como a

substituicdo de 30% do meio de cultura
a cada 24, 48 ou 72 horas.

Penicilina G Potassica
Soro fetal bovino
H,O tridestilada/deionizada 500ml 500ml

1000U/m]l  1000UI/ml  Fontoura-Wyeth/BR
20% 20% Cultilab/BR
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Empregou-se o delineamento inteiramente
casualisado, arranjo fatorial de acordo com SILVA &
SILVA (1982), para a analise estatistica dos dados. Os
valores porcentuais foram transformados em

arc. sen. \/y/100

onde y € a variavel resposta e as médias foram compa-
radas pelo teste de Tukey utilizando-se o nivel de 1%

de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados deste trabalho encontram-se
expressos na Tabela 2, através da qual pode-se inicial-
mente constatar que a substituigdo parcial do meio de
cultura ndo tavoreceu significativamente o desenvolvi-
mento embrionario. Esperava-se que a renovac¢do a
cada 24 horas apresentasse o melhor desempenho em
fung¢do da constante reposi¢do de nutrientes indispen-
savels ao metabolismo do embrido e, por sua vez, que
a substituicao do meio a intervalos de 48 horas fosse
superior aquela de 72 horas, todavia, o namero de
estruturas que alcangou o estadio de blastocisto
expandido foi similar para os trés periodos. E provavel
que a renovagao parcial do meio de cultura a intervalo
de 24 horas, utilizada por BRACKETT et al. (1989).
YOUNIS er al. (1989), OLIVEIRA et al. (1991ab) e
YOUNIS er al. (1991), seja interessante para sistemas
que permitem controlar o ambiente atmosférico da
cocultura embrionaria. Naqueles onde o CO, € prove-
niente do proprio metabolismo celular, a queda de seu
nivel, quando da abertura do tubo de ensaio para

renovagao do meio, por ndo ser facilmente recuperada.
pode determinar modificagdes muito bruscas do pH do
melo de cultura e dessa forma comprometer o desen-
volvimento embrinério, o qual pode ser também
comprometido devido a uma contaminagdo adquirida
no momento da abertura do ja referido tubo de ensaio.

Trabalhando com um sistema de cocultura
seme lhante ao desta pesquisa, GUERRA er al. (1992)
registraram um numero sigificativamente maior de
embrides degenerados quando a substituicdo do meio
199/NaHCO, fo1 efetuada a intervalos de 24 horas.
Este resultado ndo foi corroborado neste experimento
em conseqiiencia de ndo se ter verificado diferenca
estatistica entre os intervalos de substitui¢cdo tanto no
199/NaHCO; quanto no 199/HEPES e mesmo que
houn esse sido registrada diferenga significativa entre
0s tres periodos de substituicdo, o de 24 horas teria
apresentado o menor indice de embrides degenerados.
E possivel que a diferenca entre os dados deste traba-
lho ¢ os constatados por GUERRA et al. (1992) seja
em decorréncia do tipo de monocamada celular
utilizada, pois, enquanto nesta pesquisa elegeu-se a
monocamada celular de origem primaria, GUERRA er
al. (1992) langaram mao da monocamada celular de
linhagem continua (células" Madin and Darby bovine
kKidney" - MDBK), tipo de monocamada que
BIGGERS ef al. (1957) ndao recomendaram sua
utilizagdo na cocultura de embrides por sofrerem
alteragdes quimicas e morfologicas em sua estrutura e
por nao apresentarem especificidade celular. Em se
tratando de embrides no estadio de duas células. eles
estariam, n vivo, no oviduto e, conseqgiientemente,
deven ter sofrido, mesmo in vitro, benéfica influén-
cia das secre¢des da monocamada celular de oviduto

Tabela 2. Médias originais de desenvolvimento embrionério desde o estadio de duas células até o de blastocisto expandido apos 96 horas
de incubagdo a 37°C em cocultura com diferentes meios e monocamzda celular de oviduto.

m

Renovacgdo do Meio de Cultura

----‘-“'*‘----------ﬂﬂ#-“------*-ﬂl'------------------ﬁ#*- - —

24 horas 48 horas

ekl T e p——— R i bR T e ————

72 horas Total

Blastocisto Degenerado  Blastocisto Degenerado  Blastocisto Degenerado  Blastocisto Degenerado

Meiode = =000 et e
Cultura n % n % n %

199/NaHCO,
199/HEPES

62 738 22 26,2 54 63,5
69 85,2 12 14,8 66 79,5

e e e s e R S SN S S R

36,5 49 576 36 424
20,5 61 72,6 23 274

% n % n % n % n %

165 65,00 89 35,0
196 79.0° 52 21,0

MM

Total 131 79,4 34 20,6

ab = P<0,01.

120 714 48

28,6 110 65,1 59 349 361 71,9 141 28,1
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que impediu ocorrer degeneragdo em um NUmMeEro
extremamente elevado de embrides nos trés intervalos
de substituicdo do meio. Essa teoria da especificidade
celular, apesar de ndo respaldada por PEREIRA
(1991) e RIBEIRO (1991) que trabalharam com
embrides em estadios bem mais avang¢ados de desen-
volvimento, foi previamente relatada por REXROAD
JR. (1986), REXROAD JR. & POWELL (1988),
GANDOLFI & MOOR (1987), REXROAD JR.
(1989), WIEMER et al. (1989) e respaldada por
OLIVEIRA et al. (1992a) quando constataram desem-
penho estatisticamente significativo da monocamada
celular de origem primaria em relagdo a de linhagem
continua e concluiram que em se tratando de embrides
no estadio de duas células, ¢ aconselhavel que se
utilize monocamada de células de oviduto em detri-
mento da monocamada de células MDBK.

Comparando o total de embrides que
atingiu o estadio de blastocisto expandido em fungdo
do meio de cultura, observa-se que a porcentagem
obtida com o 199/HEPES (79,0%) fo1 estatisticamente
superior aquela registrada com o 199/NaHCO;
(65,0%), achado que pode ter sido consequéncia do
199/HEPES possuir maior capacidade tampao do que
o 199/NaHCQO;, pois, além de conter o bicarbonato de
sodio em sua constituigdo, possul, adicionalmente, o
HEPES que ¢ uma substancia com propriedade de
tamponamento €, por 1ss0 mesmo, deve ter equilibrado
o pH dentro de niveis desejaveis sem necessitar da
adicdo externa de CO, conforme referiu-se KANE
(1987). Na cocultura de embrides bovinos e de camun-
dongos, BRACKETT et al. (1989) e GUERRA (1992)
também registraram melhor desempenho do
199/HEPES.

O processo de selecdo dos embrides com
base nas caracteristicas morfolégicas, a utilizacédo de
agua tridestilada/deionizada para preparagdo dos
meios, a adicdo de proteina para minimizar a
problematica da presenca de substidncias toxicas
existentes no meio de cultura, o uso do substrato
energético adequado para embrides em estadio inicial
de desenvolvimento ¢ o pH ajustado para um valor
equivalente a 7,4, respectivamente, sugeridos por
STRINGFELLOW et al. (1987), WHITTINGHAM
(1971), PIKE & ALIKANI (1988), KAYE (1988) e
BRACKETT et al. (1989) foram determinantes para
que os resultados aqui obtidos, especialmente com o
meio 199/HEPES, fossem considerados como bastante
satisfatorios. Esse tipo de analise foi elaborada apds se
ter constatado que a porcentagem de embrides que
atingiu o estddio de blastocisto expandido ndo foi

expressivamente inferior aquela verificada por
PEREIRA (1991) e PEREIRA ef al. (1991) que

utilizaram estruturas em estadio mais avangado de

desenvolvimento (oito c€lulas) e mostrou-se similar
aos achados de GUERRA (1992), GUERRA ef al.
(1992) e OLIVEIRA et al. (1992b) que trabalharam
com embrides em igual fase de desenvolvimento a
utilizada neste trabalho.

Com base nos resultados estatisticos,
conclui-se ndo existir necessidade de renovar
parcialmente 0 meio de cultura antes do prazo de 72
horas de incubagdo em consequéncia de nio
incrementar de forma substancial a eficiéncia do
sistema de cocultura de embrides sem fluxo continuo
de CO,, todavia, recomenda-se a utilizagdo do meio de
cultura 199/HEPES pela sua eficiéncia em incrementar

a porcentagem de desenvolvimento de embrides em
fase de pré-implantacio.

FONTES DE AQUISICAO

a - Fabbe, Primar - Br.

b - Intertab/Flow - Br.

¢ - Cultilab - Br.

d - Sigma Chemical Co. - USA.
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